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(54)  Vorrichtung  und  Verfahren  zum  Abscheiden  von  magnetischen  Mikropartikeln 

(57)  Die  Erfindung  betrifft  eine  Vorrichtung  zur  Absc- 
heidung  von  magnetischen  Mikropartikeln  in  einer  Flüs- 
sigkeit  durch  ein  magnetisches  Feld.  Die  Mikropartikel 
enthaltende  Flüssigkeit  befindet  sich  während  des  Absc- 
heidungsvorganges  innerhalb  einer  Pipettenspitze. 
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Beschreibung 

Die  vorligende  Erfindung  betrifft  eine  Vorrichtung 
und  ein  Verfahren  zum  Abscheiden  von  magnetischen 
Mikropartikeln  aus  einer  Suspension  von  magnetischen 
Mikropartikeln  in  einer  Flüssigkeit  durch  ein  mag- 
netisches  Feld.  Die  Vorrichtung  besitzt  eine  Pipette,  eine 
an  die  Pipette  angeschlossene  Pumpe,  einen  Magneten 
und  eine  Vorrichtung  zur  Bewegung  der  Pipette  in  Rich- 
tung  auf  den  Magneten  und  von  diesem  weg. 

Eine  Abscheidung  von  magnetischen  Mikropartikeln 
wird  vor  allem  für  Immunoassays  und  bei  DNA-Testen 
eingesetzt.  Eine  Durchführung  immunologischer  Reak- 
tionen  auf  der  Oberfläche  beschichteter,  magnetischer 
Partikel  ermöglicht  eine  einfache  Trennung  von  gebun- 
denen  und  freien  Reaktionspartnern,  da  die  mag- 
netischen  Partikel  durch  magnetische  Kräfte 
festgehalten  werden  und  die  restliche  Reaktionslösung 
entfernt  werden  kann. 

Im  Stand  der  Technik  wird  die  Abscheidung  von  bes- 
chichteten,  magnetischen  Partikeln  bereits  für  die 
Durchführung  von  Immunoassays  genutzt.  In  der 
europäischen  Patentanmeldung  EP-A-0  339  980  wird 
eine  Apparatur  (Figuren  10  und  1  1)  beschrieben,  mit  der 
eine  Suspension  von  magnetischen  Mikropartikeln 
durch  ein  Magnetfeld  getrennt  und  die  Partikel  auf  einem 
Spezialdraht  abgeschieden  werden,  der  sich  im  Inneren 
des  Reaktionsgefäßes  befindet.  Um  die  Mikropartikel 
von  dem  Draht  zu  lösen,  wird  dieser  Vibrationen  ausge- 
setzt.  DieApparatur  weist  den  Nachteil  auf,  daß  sehr 
hohe  Magnetfelder  zur  Verfügung  gestellt  werden  müs- 
sen  und  außerdem  ein  Rüttler  notwendig  ist.  Das 
beschriebene  Gerät  ist  nur  schwer  in  bestehende 
Gerätekonzepte  zu  integrieren,  da  weder  starke  Mag- 
neten,  noch  Rüttler  oder  die  beschriebenen  Spe- 
zialdrähte  in  herkömmlichen  Analysegeräten  vorhanden 
sind. 

Aufgabe  der  Erfindung  war  es,  eine  Vorrichtung  und 
ein  Verfahren  zum  Abscheiden  und  Waschen  von  mag- 
netischen  Mikropartikeln  zur  Verfügung  zu  stellen,  das 
in  bestehende  Gerätekonzepte  mit  geringem  Aufwand 
integriert  werden  kann  und  für  das  wenige  Vorrichtungen 
notwendig  sind. 

Die  Aufgabe  wurde  durch  das  zur  Verfügungstellen 
einer  Vorrichtung  zum  Abscheiden  von  magnetischen 
Mikropartikeln  aus  einer  Suspension  von  magnetischen 
Mikropartikeln  in  einer  Flüssigkeit  durch  ein  mag- 
netisches  Feld,  die  eine  Pipette,  eine  an  die  Pipette 
angeschlossene  Pumpe,  einen  Magneten  und  eine  Vor- 
richtung  zur  Bewegung  der  Pipette  in  Richtung  auf  den 
Magneten  und  von  diesem  weg  oder  eine  Vorrichtung 
zur  Bewegung  des  Magneten  zur  Pipette  und  von  dieser 
weg  beinhaltet,  wobei  die  Abscheidung  der  mag- 
netischen  Mikropartikel  an  der  Innenwand  der  Pipette 
erfolgt,  gelöst. 

Viele  immunologische  Assays  konnten  durch  die 
Einführung  von  beschichteten  magnetischen  Mikropar- 
tikeln  vereinfacht  werden.  Die  magnetischen  Mikropar- 
tikel  nehmen  bei  diesen  Prozessen  die  Funktion  einer 

Festphase  ein.  Der  Einsatz  von  magnetischen  Mikropar- 
tikeln  ist  dann  vorteilhaft  wenn  in  dem  durchzuführenden 
Test  eine  Trennung  von  gebundenen  und  ungebundenen 
Reaktionspartnern  notwendig  ist.  Da  die  Durchführung 

5  immunologischer  Tests  mit  magnetischen  Mikropartikeln 
im  Stand  der  Technik  bekannt  ist  (z.  B.  US-4,21  9,335), 
wird  an  dieser  Stelle  nicht  näher  auf  den  chemischen 
bzw.  immunologischen  Aspekt  eingegangen. 

Unter  magnetischen  Mikropartikeln  sollen  solche 
10  Mikropartikel  verstanden  werden,  die  durch  ein  mag- 

netisches  Feld  angezogen  werden.  Die  Mikropartikel 
können  demnach  selbst  eine  Magnetisierung  besitzen. 
Bevorzugt  sind  jedoch  solche  Materialien,  die  eine 
möglichst  kleine  Remanenz  aufweisen.  Das  Material  der 

15  Mikropartikel  kann  ein  zusammengesetztes  Material 
sein,  beispielsweise  eine  Matrix  die  magnetisch  anzieh- 
bare  Teilchen  enthält.  Bei  dem  magnetisch  anziebarem 
Material  kann  es  sich  beispielsweise  um  Eisen,  Eisenox- 
ide,  Nickel-,  Kobalt-  oder  Chromoxid  handeln.  Ein  oder 

20  mehrere  Teilchen  dieses  Materials  können  in  einer 
Matrix  eingebettet  sein.  Die  Matrix  kann  aus  einer  Viel- 
zahl  von  Materialien,  z.  B.  organischen  oder  anorga- 
nischen  Polymeren  bestehen. 

Für  die  vorliegende  Erfindung  werden  beschichtete 
25  Mikropartikel  eingesetzt.  Die  Beschichtung  kann  z.  B. 

aus  einem  Polymer  bestehen,  das  auf  seiner  Oberfläche 
reaktive  Gruppen  trägt  (US-4,454,234)  oder  mit  einer 
biologisch  aktiven  Komponente  beschichtet  ist  (US- 
4,177,253,  US-3,933,997).  Sowohl  die  Herstellung  von 

30  magnetischen  Mikropartikeln  als  auch  deren  Beschich- 
tung  ist  im  Stand  der  Technik  hinlänglich  bekannt  (US- 
4,297,337,  DE-A-301  4036).  Mit  biologisch  aktiven  Grup- 
pen  beschichtete  Mikropartikel  sind  ebenfalls  im  Handel 
erhältlich,  z.  B.  von  den  Firmen  Dynal  Tech  und  Rhöne- 

35  Poulenc.  Die  von  diesen  Firmen  vertriebenen  Mikropar- 
tikel  besitzen  den  Vorteil,  daß  sie  eine  relativ  geringe 
Dichte  aufweisen,  so  daß  relativ  große  Mikropartikel  Ver- 
wendung  finden  können.  Mit  zunehmender  Dichte  steigt 
die  Sedimentationsgeschwindigkeit  der  Mikropartikel 

40  und  der  Durchmesser  der  verwendeten  Mikropartikel 
muß  reduziert  werden,  um  eine  ungewollte  Trennung  der 
Suspension  durch  die  Schwerkraft  zu  vermeiden.  Die 
Beads  der  Firma  Dynal  weisen  einen  Durchmesser  von 
2,8  um  bei  einer  Dichte  von  etwa  1  ,3  auf.  Mikropartikel 

45  der  Firma  Rhöne-Poulenc  besitzen  einen  Durchmesser 
von  0,5  bis  2  um  bei  einer  Dichte  von  ebenfalls  1  ,3.  Wer- 
den  Beads  dieser  Firmen  in  wässrigen  Lösungsmitteln 
suspendiert,  so  dauert  es  Stunden,  bis  eine  Trennung 
durch  Einwirkung  der  Schwerkraft  erfolgt.  Es  können  mit 

so  diesen  Beads  daher  Analyseprozesse  durchgeführt  wer- 
den,  ohne  daß  zusätzliche  Vorrichtungen  zum  Rütteln 
oder  Ultraschallvorrichtungen  notwendig  wären,  um  die 
Suspension  stabil  zu  halten. 

Eine  erfindungsgemäße  Apparatur  beinhaltet  eine 
55  Pipette,  in  die  eine  Suspension  von  magnetischen 

Mikropartikeln  aufgenommen  werden  kann.  Pipetten 
besitzen  in  der  Regel  eine  zylindrische  Gestalt  mit  jew- 
eils  einer  Öffnung  an  den  Stirnseiten.  Innerhalb  einer 
erfindungsgemäßen  Apparatur  können  auch  Pipetten 
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eingesetzt  werden,  die  beispielsweise  Bereiche  mit  rech- 
teckigem  Querschnitt  enthalten.  Erfindungswesentlich 
ist  es,  daß  der  Pipetteninnenraum  vom  Magnetfeld 
durchdrungen  werden  kann,  sofern  ein  Magnet  an  die 
Außenwand  der  Pipette  angelegt  wird.  Das  Pipettenma- 
terial  muß  demnach  für  magnetische  Feldlinien  durch- 
lässig  sein,  wobei  in  der  Regel  Gläser  und  Kunststoffe 
eingesetzt  werden.  Bevorzugt  besteht  die  Pipette  aus 
einem  in  der  Regel  zylindrischen  Grundkörper,  auf  den 
eine  Kunststoffspitze,  genannt  Tip,  aufgesteckt  ist.  Die 
in  die  Pipette  aufgenommenen  Flüssigkeiten  befinden 
sich  innerhalb  des  Tips,  in  dem  auch  die  Abtrennung  der 
magnetischen  Mikropartikel  erfolgen  kann.  Die  Ver- 
wendung  von  Tips  bietet  den  Vorteil,  daß  sie  nach  Benut- 
zung  verworfen  werden  können  und  somit  eine 
Reinigung  von  evtl.  zurückgebliebenen  Beads  nicht  not- 
wendig  ist.  Der  Pipetteninnenraum  sollte  möglichst  keine 
Nischen  oder  Kanten  besitzen,  da  dies  einen  quantita- 
tiven  Ausstoß  von  in  der  Pipette  niedergeschlagenen 
magnetischen  Mikropartikeln  behindert.  Bevorzugt  wer- 
den  für  die  Pipetten  Zylinder  mit  relativ  kleinem 
Durchmesser,  etwa  im  Bereich  von  wenigen  Millimetern 
bis  zu  2  cm.  Pipetten  mit  über  ihrer  Länge  gleich- 
mäßigem  Innendurchmesser  sind  geeignet,  vorteilhaft 
sind  jedoch  Pipetten,  die  an  einem  ihrer  Enden  konisch 
verjüngt  sind. 

Die  Innenwandung  einer  verwendeten  Pipette  sollte 
glatt  sein.  Es  können  auch  Pipetten  eingesetzt  werden, 
deren  Innenwandung  gleitfähig  beschichtet  ist,  z.  B.  mit 
Silanen. 

Zur  Füllung  der  Pipette  mit  Suspensionen  und 
Lösungen  wird  eine  ihrer  Öffnungen  mit  einer  Pumpe 
verbunden.  Sowohl  die  Elemente,  um  eine  Ankoppelung 
der  Pipette  an  die  Pumpe  zu  erreichen,  als  auch  die 
Pumpe  als  solche,  sind  im  Stand  der  Technik  für  Analy- 
seautomaten  bekannt. 

Als  Magnet  zur  Abscheidung  der  magnetischen 
Mikropartikel  können  sowohl  elektrische  als  auch  Per- 
manentmagnete  verwendet  werden.  Bevorzugt  sind  Per- 
manentmagnete,  da  diese  beim  Betrieb  keine  Wärme 
entwickeln,  die  eine  Analyse  stören  könnte.  Starke  Per- 
manentmagnete  weisen  einen  magnetischen  Fluß  auf, 
der  hinreichend  ist,  um  magnetische  Mikropartikel  aus 
einer  Suspension  abzuscheiden,  die  eine  Schichtdicke 
von  bis  zu  wenigen  Zentimetern  aufweist.  Die  verwen- 
deten  Magnete  besitzen  bevorzugt  die  Form  eines  Stab- 
magneten.  Es  sind  jedoch  auch  mannigfaltige  andere 
Formgebungen  möglich,  wobei  in  der  Regel  die  Form  so 
gewählt  wird,  daß  nur  ein  magnetischer  Pol  in  die  Nähe 
der  Pipette  gebracht  wird.  Die  Fläche  des  Magneten,  die 
in  die  Nähe  der  Pipette  gebracht  wird,  sollte  in  ihrem 
Querschnitt  nicht  wesentlich  kleiner  sein  als  der 
Durchmesser  der  Pipette.  Diese  Fläche  des  Magneten 
kann  planar  sein,  bevorzugt  ist  jedoch  eine  konkave  Wöl- 
bung  der  Fläche,  so  daß  sich  der  Magnet  der  Man- 
telfläche  der  Pipette  anpaßt.  Bevorzugt  ist  diese  konkave 
Fläche  so  klein,  daß  sie  weniger  als  eine  Halbseite  der 
Mantelfläche  der  Pipette  umfaßt,  da  so  im  Innern  der 
Pipette  ein  stark  inhomogenes  Magnetfeld  erzeugt  wird. 

Der  Magnet  kann  fest  innerhalb  der  Apparatur  posi- 
tioniert  werden  oder  aber  an  einer  Vorrichtung  befestigt 
sein,  die  zu  seiner  Bewegung  im  Raum  dient.  Zur  Vere- 
infachung  der  Konstruktion  ist  eine  starre  Positionierung 

5  des  Magneten  erfindungsgemäß  bevorzugt. 
Eine  erfindungsgemäße  Vorrichtung  besitzt  weiter- 

hin  eine  Vorrichtung  zur  Bewegung  der  Pipette  im  Raum. 
In  gängigen  Analyseapparaten  werden  bereits  Pipetten 
verwendet,  die  sich  an  einem  Roboterarm  mit  ein  oder 

10  mehreren  Freiheitsgraden  befinden.  Geeignet  sind  für 
die  Erfindung  solche  Roboterarme,  die  sich  in  ein  oder 
zwei  Richtungen  parallel  zur  Grundfläche  des  Analy- 
seautomaten  und  senkrecht  dazu  bewegen  können. 
Außerdem  geeignet  sind  sogenannte  Rz-Arme,  die  eine 

15  Rotationsbewegung  und  eine  Bewegung  senkrecht  zur 
Grundfläche  des  Analyseautomaten  durchführen. 

Die  Vorrichtung  zur  Bewegung  der  Pipette  dient  zur 
Bewegung  der  Pipette  auf  den  Magneten  zu  und  von 
diesem  weg.  Prinzipiell  ist  eine  Bewegung  unter  der  Kon- 

20  trolle  von  Abstandssensoren  möglich.  Aufgrund  des 
hohen  Aufwandes  ist  es  bevorzugt,  die  Bewegung  der 
Pipette  so  zu  programmieren,  daß  der  Abstand  zwischen 
Pipette  und  Magnet  und  auch  eine  später  erfolgende 
Relativbewegung  von  Pipette  und  Magnet  optimal  ist. 

25  Von  der  Erfindung  soll  auch  eine  Ausführungsform  mit 
umfaßt  sein,  bei  der  der  Magnet  auf  die  Pipette  zubewegt 
wird. 

Zur  Abscheidung  der  magnetischen  Mikropartikel 
an  der  Innenwandung  der  Pipette  ist  es  nicht  notwendig, 

30  den  Abstand  zwischen  Magnet  und  Pipette  sehr  exakt 
einzustellen.  Je  näher  jedoch  Magnet  und  Pipette 
gebracht  werden,  desto  schneller  ist  mit  einer  quantita- 
tiven  Abscheidung  zu  rechnen. 

Die  Zeit  für  eine  quantitative  Abscheidung  kann 
35  empirisch  aufgrund  der  Klärung  der  trüben  Suspension 

ermittelt  werden.  Für  eine  Verwendung  der  Vorrichtung 
innerhalb  eines  Analyseautomaten  ist  es  nicht  not- 
wendig,  die  Abscheidungszeit  für  jeden  Vorgang  neu  zu 
bestimmen.  Es  ist  möglich,  für  eine  gegebene  Vorrich- 

40  tung  eine  Zeit  anzugeben,  in  der  für  alle  verwendeten 
Flüssigkeiten  eine  vollständige  Abscheidung  erreicht 
werden  kann.  Für  spezielle  Anwendungen  ist  es  natür- 
lich  auch  möglich,  eine  Detektierung  der  Abscheidung 
vorzunehmen.  Dies  kann  beispielsweise  erfolgen,  in 

45  dem  der  Pipetteninhalt  durchstrahlt  und  die  hindurchtre- 
tende  Strahlungsmenge  detektiert  wird. 

Die  Erfindung  beinhaltet  weiterhin  ein  Verfahren 
zum  Waschen  von  magnetischen  Mikropartikeln  mit  den 
Schritten 

a)  Bereitstellen  einer  Suspension  von  magnetischen 
Mikropartikeln  in  einer  ersten  Flüssigkeit, 
b)  Aufnehmen  der  Suspension  in  eine  Pipette, 
c)  Führen  der  Pipette  an  einen  Magneten  oder 

55  Führen  des  Magneten  an  die  Pipette, 
d)  Ausstoß  der  ersten  Flüssigkeit  aus  der  Pipette, 
e)  Aufnehmen  einer  zweiten  Flüssigkeit  in  die 
Pipette, 
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f)  Ausstoßen  der  zweiten  Flüssigkeit  mit  den  in  ihr 
suspendierten  Mikropartikeln  aus  der  Pipette  in  ein 
Auffanggefäß. 

Das  Waschen  von  magnetischen  Mikropartikeln  ist 
innerhalb  eines  Analyseablaufes  notwendig,  wenn  unge- 
bundene  Reaktionspartner  entfernt  werden  sollen. 
Außerdem  hat  es  sich  herausgestellt,  daß  beschichtete 
magnetische  Mikropartikel  bei  ihrer  Lagerung  Teile  der 
Beschichtung  freisetzen.  Zur  Steigerung  der  Analyseg- 
enauigkeit  hat  es  sich  demnach  als  vorteilhaft  erwiesen, 
die  Mikropartikel  direkt  vor  ihrer  Verwendung  zu 
waschen,  um  freigesetzte  Teile  der  Beschichtung  zu  ent- 
fernen. 

Magnetische  Mikropartikel  werden  bereits  vom  Her- 
steller  als  Suspension  geliefert.  Diese  Suspensionen 
besitzen  die  hydrodynamischen  Eigenschaften  von  Flüs- 
sigkeiten  und  können  demnach  genauso  wie  Flüssig- 
keilen  in  eine  Pipette  aufgezogen  werden.  Dies  erfolgt, 
in  dem  die  offene  Pipettenspitze  in  die  Suspension 
gebracht  und  über  die  an  der  Pipette  angeschlossene 
Pumpe  der  Innendruck  der  Pipette  vermindert  wird.  Im 
Stand  der  Technik  sind  Vorrichtungen  bekannt,  defini- 
erte  Flüssigkeitsmengen  zu  pipettieren.  Diese  Geräte 
nennen  sich  Pipettoren  oder  Diluter.  Bevorzug  erfolgt  die 
Pipettierung  so,  daß  an  der  Pipettenspitze  eine  kleine 
Luftblase  entsteht.  Auf  diese  Weise  kann  erreicht  wer- 
den,  daß  keine  Tröpfchen  von  der  Pipette  abfallen. 

Die  mit  der  Suspension  gefüllte  Pipette  wird  zur 
Abscheidung  der  Mikropartikel  an  einen  Magneten 
herangeführt  oder  der  Magnet  an  die  gefüllte  Pipette. 
Bevorzugt  wird  der  Magnet  an  eine  Stelle  der  Pipetten- 
wand  gebracht,  die  sich  wenige  Millimeter  unter  der  Flüs- 
sigkeitsoberfläche  befindet.  Ist  der  Magnet  ausreichend 
stark  und  erstreckt  sich  seine  Oberfläche  weit  genug  in 
Richtung  auf  die  Pipettenspitze,  so  genügt  eine  Positio- 
nierung,  um  die  in  der  Flüssigkeit  suspendierten 
Mikropartikel  abzuscheiden.  Ist  dies  nicht  der  Fall,  so 
kann  der  Magnet  entlang  der  Pipettenaußenwand  in 
Richtung  auf  die  Pipettenspitze  bewegt  werden,  um  eine 
vollständige  Abscheidung  zu  gewährleisten. 

Nach  Abscheidung  der  Mikropartikel  an  der  Innen- 
wandung  der  Pipette  wird  die  von  Mikropartikeln  befreite 
Flüssigkeit  aus  der  Pipette  ausgestoßen.  Zum  Waschen 
wird  nun  eine  zweite  Flüssigkeit  in  die  Pipette  aufgenom- 
men.  Dies  kann  geschehen,  während  sich  der  Magnet 
weiterhin  an  der  Wandung  der  Pipette  befindet  oder  der 
Magnet  kann  zuvor  von  der  Pipette  entfernt  worden  sein. 
Bei  der  ersten  Vorgehensweise  werden  die  abge- 
schiedenen  magnetischen  Mikropartikel  durch  vorbeis- 
trömende  Flüssigkeit  gewaschen,  während  im  zweiten 
Fall  eine  zumindest  teilweise  Aufwirbelung  der  Mikropar- 
tikel  erfolgt. 

Sowohl  bei  der  Flüssigkeit,  in  der  die  magnetischen 
Mikropartikel  suspendiert  sind,  als  auch  bei  der  Was- 
chflüssigkeit  kann  es  sich  um  Wasser  oder  ein  inertes 
Fluid  handeln.  Bevorzugt  enthalten  die  Flüssigkeiten 
Detergenzien,  da  dies  die  Waschwirkung  steigert.  Ers- 
taunlicherweise  hat  sich  gezeigt,  daß  abgeschiedene 

Mikropartikel  besser  in  Flüssigkeiten  mit  Detergenzien 
resuspendiert  und  mit  solchen  Flüssigkeiten  auch  leich- 
ter  vollständig  aus  der  Pipette  ausgestoßen  werden  kön- 
nen. 

5  Für  einen  einfachen  Waschprozeß  können  die 
Mikropartikel  direkt  mit  der  Flüssigkeit  ausgestoßen  wer- 
den.  Ist  ein  weiteres  Waschen  erforderlich,  so  können 
die  Mikropartikel  nach  dem  bereits  beschriebenen  Ver- 
fahren  in  Waschflüssigkeit  suspendiert  und  erneut  an 

10  der  Wandung  niedergeschlagen  werden. 
Die  Effizienz  eines  Waschvorganges  wird  dadurch 

beeinflußt,  wie  vollständig  die  abgeschiedenen 
Mikropartikel  in  der  Waschflüssigkeit  resuspendiert  wer- 
den  können  und  ob  ein  quantitativer  Ausstoß  der 

15  Mikropartikel  aus  der  Pipette  möglich  ist.  Es  ist  daher 
bevorzugt,  abgeschiedene  Mikropartikel  in  der  Was- 
chflüssigkeit  zu  resuspendieren.  Dies  kann  erfolgen, 
indem  der  Magnet  von  der  Pipettenspitze  entfernt  wird 
bevor  die  Waschflüssigkeit  in  die  Pipette  aufgenommen 

20  wird.  Die  durch  Aufwirbelung  erfolgende,  teilweise  Sus- 
pension  kann  unterstützt  werden,  indem  der  Magnet  von 
der  der  Abscheidungsstelle  entgegengesetzten  Seite  an 
die  Pipette  herangeführt  wird.  Auf  der  Wandung  abge- 
schiedene  magnetische  Mikropartikel  werden  so  von  der 

25  Wandung  gelöst.  Der  Magnet  darf  bei  dieser  Vorgehens- 
weise  nicht  zu  lange  von  der  entgegengesetzten  Seite 
einwirken,  da  sonst  eine  erneute  Abscheidung  der  mag- 
netischen  Mikropartikel  erfolgt.  Anstatt  den  Magneten 
von  der  entgegengesetzten  Seite  an  die  Pipette  heran- 

30  zuführen,  ist  es  ebenfalls  möglich,  die  Pipette  als  solche 
um  ihre  Längsachse  zu  drehen.  Zur  Resuspension 
abgeschiedener  magnetischer  Mikropartikel  ist  es  eben- 
falls  möglich,  einen  mechanischen  Rüttler  oder  eine 
Ultraschallvorrichtung  zu  installieren.  Die  beschrie- 

35  benen  Verfahren  zur  Resuspension  können  auch  ange- 
wendet  werden,  um  die  Mikropartikel  mit  der  Flüssigkeit 
aus  der  Pipette  auszustoßen.  Bevorzugt  wird  eine  Ent- 
fernung  der  Mikropartikel  aus  der  Pipette  jedoch  dadurch 
erreicht,  daß  die  Mikropartikel  an  einer  Wandung  der 

40  Pipette  abgeschieden  und  durch  Relativbewegung  von 
Pipette  und  Magnet  in  der  Pipettenspitze  gesammelt 
werden.  Hierzu  wird  die  Pipette  in  ihrer  Längsrichtung 
von  der  Oberkante  der  Flüssigkeit  bis  zu  ihrer  Spitze  am 
Magneten  vorbeibewegt.  Nachfolgend  wird  die  Flüssig- 

es  keit  aus  der  Pipette  ausgestoßen  und  spült  die  in  der 
Pipettenspitze  gesammelten  Mikropartikel  mit. 

Zur  Erfindung  gehört  weiterhin  ein  Verfahren  zur 
Durchführung  einer  Analyse  mit  den  Schritten  Bereitstel- 
lung  einer  Suspension  von  magnetischen  Mikropartikeln 

so  in  einer  ersten  Flüssigkeit,  Inkubation  der  Suspension 
mit  einem  Analyten,  Aufnehmen  des  Reaktionsgemi- 
sches  in  eine  Pipette,  Führen  der  Pipette  an  einen  Mag- 
neten  oder  Führen  des  Magneten  an  die  Pipette, 
Ausstoß  der  flüssigen  Phase  aus  der  Pipette,  Aufneh- 

55  men  einer  Systemflüssigkeit  in  die  Pipette,  Entfernen  der 
Pipette  vom  Magneten,  Ausstoßen  der  Systemflüssig- 
keit  mit  den  Mikropartikeln  in  ein  Auffanggefäß  und  Bes- 
timmung  der  Analytkonzentration  aufgrund  spezifischer 

4 
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Eigenschaften  der  Systemflüssigkeit  oder  der  Mikropar- 
tikel. 

Die  bereits  beschriebenen  Verfahren  zur  Abschei- 
dung  und  Waschung  von  Mikropartikeln  können  innerh- 
alb  eines  Analyseprozesses  eingesetzt  werden.  Die  s 
magnetischen  Mikropartikel  werden  hierzu  mit  einem 
Analyten.  z.  B.  Blut,  Plasma,  Serum,  Speichel,  Gewebs- 
flüssigkeit,  Urin  inkubiert.  Bei  der  Inkubation  bindet  der 
zu  bestimmende  Inhaltsstoff  des  Analyten  entweder 
direkt  oder  über  einen  Vermittler  an  die  Beschichtung  10 
des  Mikropartikels.  Die  möglichen  Verfahren  zur  Durch- 
führung  heterogener  Immunoassays  und  auch  die  Ver- 
wendung  magnetischer  Mikropartikel  in  diesen  Assays 
ist  im  Stand  der  Technik  bekannt,  so  daß  an  dieser  Stelle 
nicht  näher  darauf  eingegangen  wird.  15 

Die  folgenden  Schritte  des  Analyseverfahrens  ver- 
laufen  analog  dem  Waschvorgang.  Im  Analyseverfahren 
wird  jedoch  statt  einer  Waschflüssigkeit  eine  Systemflüs- 
sigkeit  in  die  Pipette  aufgenommen.  Diese  Systemflüs- 
sigkeit  kann  Wasser  oder  eine  inerte  Flüssigkeit  sein,  die  20 
Detergenzien,  Reagerzien  oder  Hilfsstoffe  enthält. 
Nachdem  die  Mikropartikel  mitder  Systemflüssigkeit  aus 
der  Pipette  ausgestoßen  worden  sind,  reagiert  der  an 
den  Magnetbeads  gebundene  Analyt  mit  einem  immu- 
nologisch  wirksamen  Reagenz.  Dies  kann  z.  B.  ein  25 
Antikörper,  der  eine  Markierung  (z.  B.  ein  Enzym,  Ruthe- 
nium-Label)  trägt,  sein.  Der  Nachweis  der  gebundenen 
Analytmenge  erfolgt  bevorzugt  nach  nochmaligem 
Waschen  mit  den  in  der  Immunologie  üblichen  Was- 
chlösungen.  Die  Detektion  des  Analyten  kann  z.  B.  über  30 
eine  Farbreaktion  erfolgen.  Bei  einem  bevorzugten  Ver- 
fahren  werden  die  Mikropartikel  in  einer  Meßzelle  abge- 
schieden  und  hier  ein  Meßsignal  (Farbbildung, 
Fluoreszenz)  erzeugt.  Besonders  bevorzugt  ist  die 
Erzeugung  einer  Elektrochemilumineszenzreaktion  mit  35 
den  Mikropartikeln,  wie  dies  in  der  Patentanmeldung 
WO  89/10551  beschrieben  ist. 

Die  Erfindung  wird  durch  die  folgenden  Beispiele 
veranschaulicht  und  genauer  spezifiziert. 

40 
Figur  1  :  Vorrichtung  zum  Abscheiden  von 

magnetischen  Mikropartikeln 
Figur  2:  Zeitlicher  Verlauf  der  Abscheidung 

mit  verschiedenen  Mikropartikeln 
Figur  3:  Auswirkung  der  Waschung  von  45 

Beads  auf  die  Empfindlichkeit  eines 
Immunoassays 

Figur  4a  bis  4d:  Vorgehensweisen  zur  Waschung 
von  Beads 

50 
Figur  1  zeigt  eine  erfindungsgemäße  Vorrichtung 
zum  Abscheiden  und  zur  Waschung  von  mag- 
netischen  Mikropartikeln.  Das  Pipettenoberteil  (1) 
ist  ein  zylindrischer  Metallkörper,  auf  den  das  Pipet- 
tenunterteil  (2)  aufgesteckt  ist.  Das  Pipettenunterteil  55 
(2)  ist  ein  Kunststoff-Tip  der  Firma  Eppendorf.  Ober- 
und  Unterteil  der  Pipette  sind  durch  einen  Kanal  (3) 
miteinander  verbunden.  Im  Pipettenoberteil  (1)  ist 
eine  Pumpenvorrichtung  mit  Kolben(5)  und  Zylinder 

(4)  direkt  integriert.  Durch  eine  Bewegung  des  Kol- 
bens  (5)  innerhalb  des  Zylinders  (4)  kann  eine  Flüs- 
sigkeit  (7)  in  das  Pipettenunterteil  (2)  aufgenommen 
und  aus  diesem  abgegeben  werden.  Das  Pipetten- 
oberteil  (1)  ist  mechanisch  mit  einem  X,  Y,  Z-Arm  (6) 
eines  Analyseautomaten  verbunden.  Die  Pipette 
kann  demnach  in  allen  drei  Raumrichtungen  bewegt 
werden.  Figur  1  zeigt  ebenfalls  einen  Magneten  (8), 
der  sich  in  der  Nähe  einer  Außenwandung  des 
Pipettenunterteiles  (2)  befindet.  Aus  dem  oberen 
Teil  der  Flüssigkeit  (7)  sind  durch  die  magnetischen 
Anziehungskräfte  Mikropartikel  (9)  an  der  Innen- 
wandung  des  Pipettenunterteiles  (2)  abgeschieden 
worden. 
Figur  2  zeigt  den  zeitlichen  Verlauf  der  Abscheidung 
verschiedener  Mikropartikel  in  einer  Pipette  mit 
einem  maximalen  Innendurchmesser  von  4  mm.  Als 
Magnet  wurde  ein  Stabmagnet  mit  einer  mag- 
netischen  Flußdichte  von  etwa  2  Gauss  verwendet. 
Die  Fläche  des  Magneten,  die  an  die  Pipette 
herangebracht  wurde,  hatte  Ausmaße  von  15  mm  x 
5  mm.  Der  auf  der  Y-Achse  aufgetragene  Anteil  von 
in  der  Suspension  verbliebenen  Beads  wurde  bes- 
timmt,  indem  der  Magnet  für  eine  bestimmte,  auf  der 
X-Achse  angegebenen  Dauer  an  das  Pipettenunter- 
teil  herangeführt  wurde  und  nach  dieser  Zeit  die 
Suspension  aus  der  Pipette  ausgestoßen  wurde. 
Die  in  der  Suspension  verbliebenen  Beads  wurden 
aufgrund  einer  immunologischen  Reaktion  nach- 
gewiesen. 

Beads  der  Firma  Dynal  weisen  einen 
Durchmesser  von  2,8  um  auf,  während  die 
Mikropartikel  der  Firma  Rhone  Poulenc  eine 
Durchmesserverteilung  von  0,5  bis  2  um  aufweisen. 
Aus  Figur  2  ist  zu  erkennen,  daß  unabhängig  von 
der  Sorte  verwendeter  Beads  nach  ausreichender 
Zeit  eine  annähernd  quantitative  Abscheidung  erre- 
icht  werden  konnte.  Mit  Beads  der  Firma  Dynal  war 
die  Abscheidung  bereits  nach  etwa  10  Sekunden 
vollständig. 
Figur  3  zeigt  die  Auswirkung  von  Waschschritten  auf 
die  Empfindlichkeit  eines  Immunoassays.  Für  den 
Versuch  wurden  Beads  der  Firma  Dynal  verwendet, 
die  mit  Streptavidin  beschichtet  sind. 

Zur  Durchführung  des  Versuches  wurden  jew- 
eils  50  jxl  Puffer,  die  eine  Suspension  von  Dynal 
Streptavidin  Beads  (600  ng  Beads/ml)  enthalten,  in 
einem  Reaktionsgefäß  vorgelegt.  Darauf  wurden  40 
jxl  Hepatitis  C-Virus-Antigene,  die  mit  Biotin  gekop- 
pelt  sind,  zugegeben.  Das  Gemisch  wurde  mit  10  jxl 
Probe  von  Hepatitis  C-Virus-haltigem  Serum  mit 
unterschiedlichem  IgG-Gehalt  versetzt  und  für  25 
Minuten  bei  37  °C  inkubiert. 

Die  Beads  wurden  nach  dem  in  Figur  4d 
beschriebenen  Verfahren  gewaschen.  Nach  quanti- 
tativer  Überführung  der  Beads  in  ein  Reaktionsge- 
fäß  wurden  50  jxl  Puffer  und  polyWonale  Antikörper 
gegen  humanes  IgG  aus  Schaf,  markiert  mit  Ruthe- 
nium,  zugegeben.  Zur  Bestimmung  der  Ruthenium- 

5 
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markierung  wurde  die  Elektrochemilumineszenz  mit 
der  in  WO  89/10551  beschriebenen  Versuchsanor- 
dnung  gemessen. 
Die  Figuren  4a  bis  4d  zeigen  mögliche  Vorgehens- 
weisen  zur  Waschung  von  Beads.  Zur  Abtrennung 
der  Beads  wurde  eine  Pipette  mit  einer  1  00  jxl  Spitze 
verwendet.  Die  Pipette  war  festfixiert  und  ein  starker 
Dauermagnet  wurde  über  eine  Schiene  immer  in 
einer  definierten  Höhe  an  die  Wand  der  Pipettens- 
pitze  angelegt.  Nach  einer  Zeit  von  ca.  5  -  10  sec. 
waren  die  Beads  quantitativ  (>95  %)  an  der  Wand 
fixiert.  Der  Überstand  wurde  verworfen  und  die 
Beads  konnten  durch  mehrmaliges  Pipettieren  von 
Wasser  bzw.  Puffer  gewaschen  werden.  Zur  quan- 
titativen  Überführung  der  Beads  in  die  Reaktionsge- 
fäße  wurden  die  in  den  Figuren  4a  bis  4d 
dargestellten  Verfahren  untersucht.  Als  besonders 
vorteilhaft  hat  sich  die  in  Figur  4d  dargestellte  Was- 
chprozedur  erwiesen.  Die  Beads  werden  zunächst 
aus  der  in  der  Pipette  enthaltenen  Suspension 
abgeschieden  und  die  Flüssigkeit  aus  der  Pipette 
ausgestoßen.  Während  sich  der  Magnet  an  der 
Pipettenwand  befindet  und  somit  die  Beads  festhält, 
wird  Waschwasser  in  die  Pipette  aufgenommen. 
Dieses  Waschwasser  wird  aus  der  Pipette  aus- 
gestoßen  und  erneut  frisches  Waschwasser  aufg- 
enommen.  Die  Pipette  wird  nun  langsam  nach  oben 
bewegt,  so  daß  die  Beads  von  den  Magneten  in  die 
Pipettenspitze  transportiert  werden.  Im  7.  Schritt 
wird  die  Flüssigkeit  aus  der  Pipette  ausgestoßen, 
wobei  diese  die  in  der  Pipettenspitze  befindlichen 
Beads  mitreißt.  Nach  diesem  Schritt  wird  die  Pipette 
mit  Waschwasser  nachgespült. 

Bezugszeichenliste 

1)  Pipettenoberteil 
2)  Pipettenunterteil 
3)  Kanal 
4)  Zylinder 
5)  Kolben 
6)  XYZ-Arm 
7)  Flüssigkeit 
8)  Magnet 
9)  Mikropartikel 

Patentansprüche 

1.  Vorrichtung  zum  Abscheiden  von  magnetischen 
Mikropartikeln  aus  einer  Suspension  von  mag- 
netischen  Mikropartikeln  in  einer  Flüssigkeit  durch 
ein  magnetisches  Feld,  die 

eine  Pipette, 
eine  an  die  Pipette  angeschlossene  Pumpe, 
einen  Magneten, 
und  eine  Vorrichtung  zur  Bewegung  der  Pipette 
in  Richtung  auf  den  Magneten  und  von  diesem 
weg  oder  eine  Vorrichtung  zur  Bewegung  des 

Magneten  zur  Pipette  und  von  dieser  weg  bein- 
haltet, 

wobei  die  Abscheidung  der  Mikropartikel  an  der 
5  Innenwandung  der  Pipette  erfolgt. 

2.  Verfahren  zum  Waschen  von  magnetischen 
Mikropartikeln  mit  den  Schritten 

10  a)  Bereitstellen  einer  Suspension  von  mag- 
netischen  Mikropartikeln  in  einer  ersten  Flüs- 
sigkeit, 
b)  Aufnehmen  der  Suspension  in  eine  Pipette, 
c)  Führen  der  Pipette  an  einen  Magneten  oder 

15  Führen  des  Magneten  an  die  Pipette, 
d)  Ausstoß  der  ersten  Flüssigkeit  aus  der 
Pipette, 
e)  Aufnehmen  einer  zweiten  Flüssigkeit  in  die 
Pipette, 

20  f)  Entfernen  der  Pipette  vom  Magneten 
g)  Ausstoßen  der  zweiten  Flüssigkeit  mit  den 
Mikropartikeln  aus  der  Pipette  in  ein  Auffangge- 
fäß. 

25  3.  Verfahren  zur  Durchführung  einer  Analyse  mit  den 
Schritten 

a)  Bereitstellen  einer  Suspension  von  mag- 
netischen  Mikropartikeln  in  einer  ersten  Flüs- 

30  sigkeit, 
b)  Inkubation  der  Suspension  mit  einem  Ana- 
lyten, 
c)  Aufnehmen  des  Reaktionsgemisches  aus 
Schritt  b)  in  eine  Pipette, 

35  d)  Führen  der  Pipette  an  einen  Magneten  oder 
Führen  des  Magneten  an  die  Pipette, 
e)  Ausstoß  der  flüssigen  Phase  aus  der  Pipette 
f)  Aufnehmen  einer  Systemflüssigkeit  in  die 
Pipette, 

40  g)  Entfernen  der  Pipette  vom  Magneten, 
h)  Ausstoßen  der  Systemflüssigkeit  mit  den 
Mikropartikeln  in  ein  Auffanggefäß, 
i)  Bestimmung  der  Analytkonzentration  aufgr- 
und  spezifischer  Eigenschaften  der  Systemf  lüs- 

45  sigkeit  oder  der  Mikropartikel  aus  Schritt  h). 

4.  Verfahren  gemäß  Anspruch  3,  bei  dem  die  Bestim- 
mung  der  Analytkonzentration  in  Schritt  i)  über  eine 
immunologische  Reaktion  mit  einem  markierten 

so  immunologischen  Reagenz  erfolgt  und  die  Marki- 
erung  des  immunologischen  Reagenz  nachgewi- 
esen  wird. 

5.  Vorrichtung  gemäß  Anspruch  1,  bei  der  entweder 
55  die  Pipette  um  ihre  Längsachse  drehbar  ist  oder  der 

Magnet  von  einer  Vorrichtung  um  die  Längsachse 
der  Pipette  rotiert  werden  kann. 

25 
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6.  Vorrichtung  gemäß  Anspruch  1  ,  bei  der  die  Vorrich- 
tung  zur  Bewegung  der  Pipette  die  Pipette  auch  in 
Richtung  ihrer  Längsachse  bewegt. 

7.  Vorrichtung  gemäß  Anspruch  1  ,  bei  der  die  Pipette  s 
aus  einer  Röhre  besteht,  auf  die  ein  Tip  aufgesteckt 
ist. 

8.  Vorrichtung  gemäß  Anspruch  3,  die  zusätzlich  eine 
Vorrichtung  zur  Abscheidung  von  Magnetpartikeln,  10 
eine  Strahlungsquelle  zur  Durchstrahlung  des 
Pipetteninhaltes  und  einen  Strahlungsempfänger 
zur  Detektierung  der  von  der  Strahlungsquelle  aus- 
gesandten  Strahlung  besitzt. 

15 
9.  Vorrichtung  gemäß  Anspruch  1,  in  welcher  der 

Pipettierarm  eines  Analyseautomaten  als  Vorrich- 
tung  zur  Bewegung  der  Pipette  verwendet  wird. 

10.  Verfahren  gemäß  Anspruch  2  oder  3,  bei  dem  20 
Pipette  und  Magnet  in  Richtung  der  Pipettenläng- 
sachse,  beginnend  in  der  Nähe  der  Flüssigkeitso- 
berkante  innerhalb  der  Pipette,  in  Richtung  auf  die 
Pipettenspitze  aneinander  vorbeibewegt  werden,  so 
daß  sich  an  der  Wandung  abgeschiedene  Magnet-  25 
Partikel  in  der  Pipettenspitze  sammeln. 

11.  Verfahren  gemäß  Anspruch  2  oder  3,  bei  dem  vor 
Schritt  f)  entweder  die  Pipette  um  ihre  Längsachse 
gedreht  oder  der  Magnet  um  die  Pipette  herumge-  30 
führt  wird,  so  daß  eine  Suspension  der  abge- 
schiedenen  magnetischen  Mikropartikel  in  der 
zweiten  Flüssigkeit  oder  der  Systemflüssigkeit 
erfolgt. 

35 
12.  Verfahren  gemäß  Anspruch  2,  bei  dem  die  Schritte 

Aufnehmen  einer  Flüssigkeit  in  die  Pipette 
Ausstoßen  der  Flüssigkeit  aus  der  Pipette 

40 
ein-  oder  mehrmals  wiederholt  werden,  nachdem 
Schritt  d)  durchgeführt  wurde. 

1  3.  Verfahren  gemäß  Anspruch  2  oder  1  2,  bei  dem  erste 
und/oder  zweite  Flüssigkeit  Detergenzien  enthalten.  45 

50 

55 
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